
10

STUDIA UNIVERSITATIS

Revista stiintifica a Universitatii de Stat din Moldova, 2009, nr.1(21)˘ ˘ ˘¸ ¸ ¸

PRODUCTIVITATEA ŞI COMPONENŢA BIOCHIMICĂ A MICROALGEI VERZI

DUNALIELLA SALINA

LA CULTIVARE PE LICHID CULTURAL AL SPIRULINEI SUPLIMENTAT

CU NaCl, IONI DE NO3
2- ŞI SO4

2-

Cezara BIVOL
Catedra Biologie Vegetală

 The study of productivity and biochemical properties of green microalga Dunaliella salina cultivated on the organic-
mineral medium produced on the base of the cultural liquid from Spirulina platensis, supplemented with NaCl, NO3

- and 
SO4

2- ions are presented. The productivity is higher in the presence of the maximum concentration of NaCl-NO3
- and 

NaCl-SO4
2- associations. The highest biochemical content has been obtained for maximum investigated concentra-

tions–0,5 g/l NaNO3 and 0,75 g/l MgSO4·7H2O. In the high concentrations NaCl can act as stimulating and inhibitory 
factor in dependence of concentrations of other ions.

Introducere
Cianobacteriile şi microalgele reprezintă importante obiecte de studiu ale microbiologiei, servind ca mo-

dele de descifrare a mecanismelor fotosintezei, azot-fi xării, osmoreglării, a proceselor de epurare naturală a 
bazinelor acvatice etc. În acest context, ele prezintă interes ca reglatori ai proceselor respective, contribuind 
la realizarea tendinţelor biotehnologiei contemporane, printre cele mai evidente fi ind rezolvarea problemelor 
poluării globale şi cele ale epuizării resurselor alimentare [1].

Datorită compoziţiei biochimice unicale şi fl exibilităţii sporite a proceselor fi ziologice, cianobacteria Spiru-
lina platensis şi microalga Dunaliella salina constituie surse valoroase de substanţe bioactive pe larg utilizate 
în diverse domenii ale microbiologiei industriale. Microalga verde Dunaliella salina este cunoscută, în special, 
datorită conţinutului sporit de β-caroten şi glicerol în componenţa sa. De asemenea, dunaliela este un organism 
halofi l, fi ind una dintre puţinele organisme care poate supravieţui în concentraţii înalte de săruri în mediul 
ambiant. Acest avantaj deseori este aplicat în încercările de cultivare a dunalielei pe ape reziduale cu un grad 
divers de mineralizare sau poluare.

În contextul celor expuse, prezintă interes creşterea microalgei Dunaliella salina pe lichidul cultural, rezultat 
în urma producerii biomasei cianobacteriei Spirulina platensis. Lichidul cultural conţine importante substanţe 
minerale şi organice eliberate în mediu în procesul activităţii vitale a spirulinei, care, la suplimentarea cu NaCl în 
concentraţii de 30-120 g/l, satisfac necesităţile nutritive ale dunalielei şi asigură creşterea ei normală [2].

Astfel, pentru a asigura o productivitate mai sporită şi o compoziţie biochimică mai înaltă, ne-am propus să 
suplimentăm lichidul cultural nu doar cu NaCl, dar şi cu ioni de NO3

2- şi SO4
2-, azotul şi sulful fi ind elemente 

absolut necesare proceselor de biosinteză a compuşilor organici.
Scopul prezentei lucrări este studierea infl uenţei diverselor concentraţii de NaCl, NO3

2- şi SO4
2- asupra 

productivităţii şi componenţei biochimice a dunalielei cultivate pe mediul organo-mineral, preparat în baza 
lichidului cultural al spirulinei.

Material şi metode
În calitate de obiect de cercetare a servit tulpina microalgei volvocofi cee Dunaliella salina TEOD. CNM-

AV-01 cultivată pe mediul organo-mineral preparat în baza lichidului cultural al cianobacteriei Spirulina pla-
tensis suplimentat cu NaCl în concentraţie de 80 şi 100 g/l, cu NaNO3 şi MgSO4·7H2O în concentraţii de 0,3 
şi 0,5 g/l şi, respectiv, de 0,55 şi 0,75 g/l. Valorile maxime ale concentraţiilor de săruri reprezintă conţinutul 
optim de elemente din componenţa mediului nutritiv mineral Ben-Amotz [3,4].

Cultivarea s-a efectuat în retorte conice în volum de 100 ml la temperatura de 23-25°C, intensitatea luminii 
4000 lucşi, pH-ul mediului 9,5-10,0. Durata cultivării a fost 10 zile.

Productivitatea şi compoziţia biochimică a dunalielei a fost determinată conform metodelor descrise în [5].

Rezultate şi discuţii
Optimizarea mediului nutritiv în scopul realizării la maximum a potenţialului biosintetic al microor-

ganismelor reprezintă un proces care poate fi  efectuat prin mai multe metode şi constă din câteva etape 
de planifi care matematică şi experimentală care se combină reciproc [6,7]. Pentru început s-a analizat 
experimental infl uenţa reciprocă a factorilor studiaţi şi a concentraţiilor selectate asupra proceselor ce 
prezintă interes. Experienţele au fost planifi cate şi efectuate conform codifi cării prezentate în Tabelul ce 
urmează. 
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 Tabel
Planifi carea experienţei şi codifi carea probelor 

Nr. 
d/o Factorii

Nivelul concentraţiei (g/l) Variantele experienţei

Minim
(-)

Maxim
(+)

Mediu
(±) 1 2 3 4 5 6 7 8 9

1 NaCl 80 100 90 - + - + - + - + ±
2 NaNO3 0,3 0,5 0,4 - - + + - - + + ±
3 MgSO4·7H2O 0,55 0,75 0,65 - - - - + + + + ±

 
Studiul interacţiunii reciproce a factorilor s-a efectuat pentru a estima adecvat gradul de infl uenţă a ionilor 

asupra productivităţii şi componenţei biochimice a dunalielei. Rolul ionilor de Na+, Cl-, NO3
2- şi SO4

2- pentru ac-
tivitatea vitală normală a microalgei Dunaliella salina este frecvent elucidat în bibliografi a de specialitate [1,3]. 
Mediile nutritive tradiţionale conţin elementele respective în concentraţiile optime pentru a asigura nu doar 
supravieţuirea dunalielei, dar şi acumularea la maximum a substanţelor bioactive. Mediul mineral Ben-Amotz 
include elementele analizate în concentraţii de (în g/l): NaCl – 120,0; NaNO3 – 0,5; MgSO4·7H2O – 0,75. În li-
chidul cultural al spirulinei, conform cercetărilor anterior efectuate, au fost depistate resturi ale ionilor respec-
tivi neconsumaţi [8]. Ei se conţin, însă, într-o concentraţie minimă. Astfel, a prezentat interes suplimentarea 
lichidului cultural cu elementele menţionate în concentraţii optime. Infl uenţa diverselor concentraţii de NaCl, 
NO3

2- şi SO4
2- asupra productivităţii dunalielei este prezentată în Figura 1.

Fig.1. Productivitatea microalgei verzi Dunaliella salina cultivată pe
mediul organo-mineral optimizat.

Analiza rezultatelor obţinute a evidenţiat valorile cele mai sporite ale productivităţii microalgei verzi 
Dunaliella salina pentru probele 4 şi 6. Cantitatea de biomasă a crescut în cursul a 10 zile cu 648% pentru 
proba 4 şi cu 644% pentru proba 6. Ambele variante ale probelor au fost cultivate în concentraţiile maxime 
cercetate de NaCl – 100 g/l. Şi concentraţiile maxime ale ionilor NO3

2- şi SO4
2- servesc în calitate de stimulatori 

ai productivităţii dunalielei. Proba 4 conţine concentraţia maximă de NO3
2-, iar proba 6 – concentraţia maximă 

de ioni de SO4
2-. Infl uenţa reciprocă a conţinutului maxim de elemente studiate are, însă, un efect inhibitor, 

productivitatea probei 8 constituind doar 528% faţă de biomasa iniţial inoculată.
Compoziţia biochimică a microalgei Dunaliella salina a fost analizată pentru cele mai valoroase compo-

nente organice: proteine, glicerol şi carotenoizi. Infl uenţa diverselor raporturi ale concentraţiei ionilor de NaCl, 
NO3

2- şi SO4
2- asupra potenţialului biosintetic al dunalielei este prezentat în Figura 2. 

Procesele de sinteză a componentelor proteice sunt direct dependente de cantitatea de elemente proteinogene în 
mediu, printre care o valoare primordială au ionii de NO3

2- şi SO4
2-. Astfel, o cantitate sporită, în primul rând, de azot 

(NO3
2-) generează o cantitate sporită de proteine [9,10]. Analiza rezultatelor experimentale a demonstrat că canti-

tatea cea mai înaltă de proteine a fost acumulată în probele 7 şi 8, suplimentate cu NO3
2- şi SO4

2- în concentraţii cu 
valorile maxime utilizate în cercetare. Conţinutul de proteine din biomasa algală este cu 6,04-10,27 % mai înalt faţă 
de conţinutul acestora în probele 1 şi 2, unde concentraţia ionilor de NO3

2- şi SO4
2- introdusă a fost minimă. Concen-

traţiile studiate de NaCl nu manifestă acţiuni semnifi cative asupra procesului de acumulare a proteinei.

Fig.2. Compoziţia biochimică a microalgei verzi Dunaliella salina 
cultivată pe mediul organo-mineral optimizat.
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Studiul acumulării glicerolului a evidenţiat, însă, o dependenţă directă de concentraţia de NaCl în mediul 
de cultivare. Asemenea proteinelor, conţinutul cel mai înalt de glicerol a fost înregistrat pentru probele 7 şi 8, 
unde cantitatea de NO3

2- şi SO4
2-suplimentată a fost maximă. Faţă de proba 1 cantitatea de glicerol sporeşte 

cu 26,53-27,98 %. În comparaţie, însă, cu proba 2 cantitatea de glicerol este mai înaltă doar cu 6,81-8,65%. 
Proba 2 conţine o cantitate maximă de NaCl (100g/l) faţă de proba 1 (80 g/l), ceea ce nemijlocit demonstrează 
infl uenţa stimulatoare a concentraţiilor sporite de NaCl în procesele de biosinteză a glicerolului la cultivarea 
dunalielei pe mediul organo-mineral preparat în baza lichidului cultural rezidual al spirulinei. 

Concentraţiile maxime studiate de NO3
2- şi SO4

2- stimulează şi procesele de sinteză a pigmenţilor carotenoizi. 
Cantitatea de carotenoizi înregistrată pentru probele 7 şi 8 este cu 5,08% mai înaltă faţă de proba 1 şi cu 9,58-
11,76% mai ridicată faţă de proba 2, unde NaCl a fost introdus în concentraţia maximă analizată (100 g/l). Astfel, 
NaCl acţionează ca un inhibitor al procesului de acumulare a carotenoizilor în cazul insufi cienţei ionilor de 
NO3

2- şi SO4
2-.

Cercetările de analiză a acţiunii reciproce a ionilor de Na+, Cl-, NO3
2- şi SO4

2- asupra productivităţii şi 
componenţei biochimice a microalgei verzi Dunaliella salina demonstrează efi cacitatea utilizării lichi-
dului cultural al spirulinei în calitate de mediu nutritiv nou. Rezultatele obţinute la cultivarea dunalielei 
pe mediul organo-mineral preparat sunt adecvate, ele elucidând particularităţi de cultivare pe mediile 
minerale tradiţionale [10,12].

Concluzii
Productivitatea microalgei verzi 1. Dunaliella salina, cultivată pe mediul organo-mineral preparat în baza lichi-

dului cultural al spirulinei, înregistrează cele mai înalte valori în prezenţa concentraţiei maxime de NaCl – 100 g/l. 
Concentraţiile maxime de NO3

2- şi SO4
2- introduse concomitent acţionează ca inhibitori ai productivităţii.

Studiul componenţei biochimice a dunalielei cultivate pe mediul organo-mineral optimizat a demonstrat 2. 
o creştere considerabilă a conţinutului de proteine în prezenţa concentraţiilor maxime ale ionilor de NO3

2- şi 
SO4

2-, indiferent de concentraţia NaCl. Cantitatea proteinelor a sporit cu 6,04-10,27%. Concentraţiile maxime 
de NO3

2-, SO4
2- şi NaCl au favorizat acumularea glicerolului cu 26,53-27,98% şi a carotenoizilor cu 9,58-

11,76% faţă de probele suplinite cu concentraţii minime de elemente cercetate. În cazul concentraţiilor minime 
de NO3

2- şi SO4
2-, clorura de natriu acţionează ca un stimulator al biosintezei glicerolului, dar în calitate de 

inhibitor al sintezei pigmenţilor carotenoizi.
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EVALUAREA NIVELULUI DE EXPRESIE A GENEI ŞOCULUI TERMIC (HSP70)

LA GENOTIPURILE DE PORUMB CONTRASTE

DUPĂ REZISTENŢA LA STRESUL SECETEI

Dumitru BADICEAN
Institutul de Genetică şi Fiziologie a Plantelor al AŞM 

There has been performed the evaluation of expression level of hsp70 gene for 5 maize genotypes, from germplasm col-
lection of the Institute of Genetics and Plant Physiology of ASM, with different drought stress tolerance. We established that 
expression level of hsp70 gene depends of amplitude, duration of heat shock as well as of genotype resistance to stress. For 
medium resistant and sensitive genotypes this gene expression level was higher than for resistant genotypes owing to preex-
istence of hsp70 transcripts in normal conditions of development. These specifi c constructed primers for hsp70 gene could 
be used for early screening process, of maize genotypes for stress tolerance, in selection and amelioration programs.

Introducere
Deoarece porumbul este o cultură cerealieră de o importanţă strategică la nivel global (ocupă locul trei după 

producere), cultivat atât în zonele temperate, cât şi în cele aride, sporirea toleranţei şi rezistenţei lui la stresul 
secetei are un impact economic enorm. Problema a devenit şi mai stringentă în urma sporirii ratelor de utilizare 
a porumbului în producerea etanolului. Accentul se pune pe crearea unor genotipuri de porumb cu capacitatea 
de producere a unei recolte stabile sub diverse regimuri hidrice. Aceasta a devenit posibil datorită ingineriei 
toleranţei plantelor de cultură la stresul secetei. Strategia de bază în ingineria toleranţei la stresul secetei constă 
în inducerea genelor funcţionale ce determină fenomenele de rezistenţă în genotipurile dorite. Ingineria geneti-
că a genelor reglatoare-cheie, ce infl uenţează un subset de gene în cazul stresului, reprezintă cea mai optimală 
strategie în crearea genotipurilor stres tolerante [1-5].

Din aceste considerente, evidenţierea şi descifrarea mecanismelor moleculare ce stau la baza rezistenţei 
plantelor de cultură la stresul secetei rămâne o problemă foarte actuală. 

În cercetările efectuate ne-am propus să evaluăm nivelul de expresie a genei şocul termic – hsp70 la unele 
genotipuri de porumb contraste după rezistenţa la stresul secetei, din colecţia Institutului de Genetică şi Fiziologie 
a Plantelor.

Material şi metode
Drept material de studiu au servit genotipurile de porumb (Zea Mays) din colecţia Institutului de Genetică 

şi Fiziologie a Plantelor, liniile: 1) MK01, 2) XL12, 3) 092 şi hibrizii 4) XL12xM1, 5) MK01xRF7. Plantulele 
de porumb au fost crescute în cutii Petri până la stadiul de 3 frunze. Stresul termic (cu o durată şi intensitate 
diferită) a fost modelat în condiţii de climocameră. Probele de RNA au fost izolate utilizând protocolul de 
izolare cu Trizol (Invitrogen) oferit de producător. Pentru efectuarea analizei RT-PCR semicantitative, întâi de 
toate s-a efectuat reverstranscripţia pentru fi ecare eşantion de RNA izolat şi s-au obţinut eşantioane de cDNA. 
Au fost utilizaţi primeri creaţi pe baza exonilor din gena şocului termic hsp70 [6], cu următoarea succesiune 
a nucleotidelor:

hsp.s 5 ́- GAGAAGCAGTTTGCTGCTGAG – 3 ́
hsp.as 5 – GGGGTTGCCGCTTATGTCCTT– 3 ́

Componentele unei reacţii de amplifi care au fost: 10 ng/5 μl cADN, 0,2μl primer, 299 μM dNTPs, 5 x so-
luţie tampon (670 mM Tris HCl, pH 8,8; 67 mM MgCl2; 116 mM (NH4)2SO4; 0,1%Ten 20) şi Taq-polimeraza 
din considerente 1U activitate enzimatică la 1 μg cADN într-un volum total de 30 μl. 

Paralel s-a efectuat amplifi carea tuturor probelor cu primerii pentru actină la porumb:

actin.s 5 – GATGATGCGCCAAGAGCTG– 3 ́
actin.as 5 – GCCTCATCACCTACGTAGGCA– 3 ́

Amplifi carea a fost efectuată la amplifi catorul Ependorf Mastercycler 5330 sub următorul program termic:
√ 1 ciclu: denaturarea ADN-ului la +94ºC timp de 4 min.;
√ 35 cicluri: - denaturarea ADN-ului la +94ºC timp de 1 min.;
 - alinierea primerului la +55ºC timp de 1 min. (+60ºC în cazul primerilor actin);
 - elongarea la +72ºC timp de 1 min.;
√ 1 ciclu: elongarea la +72ºC timp de 7 min.
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Electroforeza produselor de amplifi care s-a efectuat în gel de agaroză 3% şi soluţie tampon TBE. Gelul a 
fost fotografi at la transiluminator UV cu ajutorul aparatului de fotografi at digital. Analiza nivelului de expresie 
a genei hsp70 a fost efectuată prin utilizarea softului specializat Quantity One.

Rezultate şi discuţii
Proteinele şocului termic au un rol primordial în protecţia macromoleculelor intracelulare de acţiunea radi-

calilor liberi şi a speciilor reactive de oxigen ce apar în urma acţiunii stresului. Deoarece se cunoaşte ca primii 
transcripţi apar sub infl uenţa şocului termic peste aproximativ 15 min. şi se acumulează în abundenţă peste 
1-2 ore [7], am modelat două tipuri de stres termic: treptat şi brusc, cu scopul evaluării efectului aclimatizării 
asupra abundenţei acumulării transcripţilor şi a rezistenţei la stres.

În urma analizei electroforetice a produselor obţinute pe baza analizei RT-PCR semicantitative, a fost 
identifi cată o bandă cu dimensiunea de 450pb, la toate genotipurile analizate (Fig.1). Intensitatea ei diferă în 
dependenţă de timpul expunerii plantulei de porumb la stresul termic, de intensitatea stresului şi de gradul de 
rezistenţă a genotipului la stres. Astfel încât primele 6 trecuri în imaginea A reprezintă rezultatul amplifi cării 
cu primerul hsp pe matriţa cDNA a genotipului MK01, expus stresului termic de 34, 38, 42ºC timp de 30 min. 
şi de 42ºC –1, 2 ore, respectiv. Acumularea transcripţilor genei hsp70 are loc în mod gradual şi doar în condiţii 
de stres (transcriptul respectiv s-a acumulat sub nivelul de 5% în cazul martorului – plantule de porumb menţinute 
în condiţii termice optimale), picul revenind stresului termic de lungă durată 42ºC – 2ore (Fig.1, Tabelul).

Fig.1. Rezultatele analizei electroforetice a 
fragmentelor amplifi cate de DNA cu ajutorul prai-
merului hsp, construit pe baza genei hsp70 (A): 
1) MK01–martor, 2) MK01 (34ºC–30 min.), 
3) MK01 (38ºC–30 min.), 4) MK01 (42ºC–
30 min.), 5) MK01 (42ºC–1 oră), 6) MK01 (42ºC–
2 ore), 7) MK01–martor, 8) XL12 (42ºC–2 ore), 
9) MK01 (42ºC–2 ore), 10) 092 (42ºC–2 ore), 
11) XL12xM1 (42ºC–2 ore), 12) MK01xRF7 
(42ºC–2 ore) şi praimerul pentru actină (B) cu 
aceeaşi ordine a probelor. M – marcherul greu-
tăţii moleculare 10kb SmartLadder (Eurogentec). 

Din aceste considerente, cinci genotipuri de porumb, cu o toleranţă diferită la stresul secetei, din a doua 
parte a experienţelor noastre au fost supuse unui stres termic cu durata de 2 ore. Efectuând analiza semican-
titativă a acumulării transcripţilor genei hsp70 în condiţiile modelate de stres termic (42ºC–2 ore) am relevat 
acumularea lor maximală în cazul genotipului cu rezistenţă medie (MK01xRF7) în mărime de 68% faţă de 
martor (gena actinei, Fig.1,B). În cazul utilizării genotipurilor cu rezistenţă scăzută şi nerezistente la stresul 
secetei (trecurile 8,11,10), transcriptul de interes s-a acumulat la un nivel relativ înalt: 37, 46 şi 56% faţă de 
gena actinei, respectiv (Fig.1, Tabelul). 

 Tabel
Evaluarea nivelului de expresie semicantitativă a genei hsp70

Genotipul Nivelul de rezistenţă 
la stresul secetei Trecul, nr. Similaritatea 

benzelor, %
Nivelul de expresie 

comparativă cu actina, %

MK01–martor

rezistent

1 100,00 2
MK01 (34ºC–30 min.) 2 96,85 9
MK01 (38ºC–30 min.) 3 92,55 19
MK01 (42ºC–30 min.) 4 93,08 17

MK01 (42ºC–1 oră) 5 91,92 20
MK01 (42ºC–2 ore) 6 88,51 29

MK01–martor 7 99,32 4
XL12 (42ºC–2 ore) rez. scăzută 8 85,63 37
MK01 (42ºC–2 ore) rezistent 9 92,40 19

092 (42ºC–2 ore) nerezistent 10 79,20 56
XL12xM1 (42ºC–2 ore) rez. scăzută 11 82,44 46

MK01xRF7 (42ºC–2 ore) rez. medie 12 75,55 68
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Cel mai scăzut nivel de acumulare a transcriptului genei hsp70 a avut loc în cazul genotipului rezistent 
la stres MK01 (19% faţă de gena martor – actina). Acest fapt poate fi  explicat prin preexistenţa proteinelor 
şocului termic în condiţii normale la genotipurile rezistente [8,9], în concentraţii relativ sufi ciente pentru exer-
citarea funcţiilor de protecţie. Din aceste considerente, inducerea sintezei noilor transcripţi are loc mai târziu 
comparativ cu genotipurile nerezistente şi mediu rezistente.

În concluzie putem menţiona că acumularea transcripţilor genei hsp70 are loc gradual în dependenţă de 
mărimea stresului termic, de durata lui, de genotip şi gradul său de toleranţă faţă de stres. Pentru genotipurile 
nerezistente, cu o rezistenţă scăzută şi cele mediu rezistente are loc o acumulare mai abundentă a transcripţilor 
genei hsp70 comparativ cu genotipurile rezistente. Praimerii elaboraţi pe baza secvenţei genei hsp70 pot fi  uti-
lizaţi în screeningul genotipurilor de porumb pentru toleranţă la stres, la primele etape de creştere şi dezvoltare, 
în programele de selecţie şi ameliorare a acestei culturi.
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